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HOCHKONZENTRIERTE, FLOSSIGE FORMULIERUNGEN VON ANTI- 

EGFR-ANTIKORPERN 

Hintergrund der Erfindung 

5 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Rerstellung hochkonzentrierter, 
flussiger Formulierungen enthaltend wenigstens einen anti-EGFR- 
AntikSrper und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente, 
10 insbesondere monoklonale AntikSrpem gegen den EGF-Rezeptor, 

besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 
72000), durch Ultrafiltration. Die Erfindung betrifft weiterhin 
hochkonzentrierte, flUssige Formulierungen von anti-EGFR-AntikBrpern, 
insbesondere von monoklonalen Antikdrpem gegen den EGF-Rezeptor, 
besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 
72000) und/oder deren Varianten und/oder Fragmente, dadurch 
gekennzeichnet, dass die hochkonzentrierte, flUssige Formulierungen 
einen Gehalt von anti-EGFR-AntikSrpern von 10- 200, bevorzugt 50-180 
mg/ml, besonders bevorzugt von 100-150 mg/ml aufweisen und deren 
Verwendung. 



15 



20 



Fortschritte im Bereich der Biotechnologie machten es im Laufe der letzten 
25 1 o Jahre moglich eine Reihe von Proteinen zur pharmazeutischen 
Anwendung mittels rekombinanter DNA-Techniken herzustellen. 
Proteinarzneimittel wie monoklonale Antikfirper finden ihre Anwendung 
beispieisweise in der Tumortherapie, z.B. zur spezffischen Immuntherapie 
30 oder Tumorvakzlnierung. Therapeutische Proteine sind grSRer und 

komplexer als herkommliche organische und anorganische Wirkstoffe und 
sie weisen komplexe dreidimensionale Strukturen und zahlreiche 
funktionelle Gruppen auf. die die biologische Aktivitat des Proteins 
bedingen oder auch unerwOnschte Wirkungen hen/orrufen kSnnen. 



35 
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Protelnarzneimittel sind wahrend Herstellung, Lagerung und Transport 
zahlreichen exogenen Einfltissen ausg'esetzt, die sich stabilitatsmindernd 
auf den Proteinwirkstoff auswirken konnen. Es ist daher erforderlich, die 
Ursachen und Mechanlsmen der speziellen Abbaureaktionen genau zu 
studieren, urn z.B. durch Zusatz bestimmter stabilisierender Hilfsstoffe das 
Protein stabilisieren zu konnen (siehe z.B. Manning M.C., Patel K„ & 
Borchardt R.T. (1989) Stability of protein pharmaceuticals. Pharm. Res. 6, 
903-918). 

10 

Aus der Literatur slnd zahlreiche Formulierungen therapeutischer Proteine 
bekannt. Die Anforderungen an die Zusammensetzung einer 
pharmazeutischen Zuberertung von Proteinwirkstoffen konnen jedoch sehr 

15 unterschiedlich sein und im Allgemeinen ist es aufgrund spezifiscber 
physikochemischer Eigenschaften und Abbaureaktionen der 
unterschiedlichen Proteine nicht moglich, bereits etablierte 
Proteinformulierungen auf neue Protein-Wirkstoffe zu Dbertragen. Deshalb 
sind geeignete pharmazeutische Formulierungen dieser neuartigen 

20 Wirkstoffe noch immer eine grolie Herausforderung. 

4 

In bisheriger Literatur wird zwar die Ultrafiltration als Standardmethode im 
Downstreamprocessing bei der Aufreinigung von rekombinaten Proteinen 

25 beschrieben (Taylor and Francis (2000) Pharmaceutical Formulation 

Development of Peptides and Proteins, London, p. 1-212; Mcpherson A. 
(1989) Separation Methods, Preparation and Analysis of Protein Crystals: 
New York, Robert E. Krieger Publishing Co.,lnc., p. 1-51) allerdings 

3Q werden beim Downstreamprocessing keine vorteilhaft hohen 
Konzentrationen erzielt. Zudem kommt es durch nachfolgende 
Aufreinigungs- und Chromatographieschritte wieder zur VerdOnnung der 
erhaltenen Prozessl5sungen. 



35 



Die US 6,252,055 beschreibt zwar die Herstellung von hochkonzentrierten 
Antikorperformulierungen mittels Ultrafiltration, allerdings weisen die so 
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hergestellten Antikdrperformulierungen bereits direkt nach Herstellung 
einen hohen Anteil an loslichen Aggregaten von ^4% auf. Zudem werden 
die erhaltenen Antikorperformulierungen nicht hinsichtlich ihrer nativen 
Struktur und Stability charakterisiert, was als sehr wichtig im Himblick auf 
5 die immunogenic der Antikerperformulierung anzusehen ist. 

Formulierungen enthaltend Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 
72000) sind zwar aus der WO03053465 und aus der WO03007988 

10 bekannt, Jedoch weisen die aus der WO03053465 bekannten 

Formulierungen eine relativ geringe Proteinkonzentration auf und sie sind 
langfristig bei Raumtemperatur nicht stabil und die aus der WO03007988 
bekannten Formulierungen weisen ebenfalls eine relativ geringe 

^ Proteinkonzentration auf. 

Bei den bisher bekannten Formulierungen geringer Proteinkonzentration, 
werden bei intervenSser Verabreichung hohe Infusionsvolumina 
notwendig. Aufgabe der Erfindung war deshalb die Aufkonzentrierung 
20 erfindungsgemalier Antikorper, so dass durch Reduktion der zu 

appliziernden Volumina auch eine subkutane Apptikation in Betracht 
gezogen werden kann. Subkutan zu applizierende Formulierungen dUrfen 
ein Volumen vo 1 ,0 - 1 , 5 ml nicht tlberschreiten und mQssen ferner 
25 euhydrisch ph 4,0 - 9,0 und isotonisch (290 mOsm) sein. Ein weiterer 
Vorteil subkutaner Formulierungen liegt in der Moglichkeit der 
Selbstverabreichung durch den .Patienten. Allerdings sollte bei der 
Aufkonzentrierung die Stabilitat des Proteins nicht beeintrachtigt werden, 
30 d.h. der Anstieg an Zersetzungs- und Aggregationsprodukten sollte im 
Rahmen der Spezifikationen akzeptabel sein. Weiterhin sollten solche 
Formulierungen frei von toxikologisch bedenklichen Stoffen sein bzw. 
diese nur in physiologisch unbedenklichen Konzentrationen enthalten. 

35 Da sich durch die zu erwartenden Schwierigkeiten bereits etablierte 

Proteinformulierungen im Allgemeinen nicht auf neue Protein-Wirkstoffe 
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Obertragen lassen, war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue 
stabile, hochkonzentrierte Formulierungen ftlr monoklonale Antikorper 
gegen den EGF-Rezeptor, beispielsweise Mab C225 (Cetuximab) und Mab 
h425 (EMD 72000), zu finden, so dass bei Herstellung, Lagerung, 
5 Transport und Applikation deren Wirksamkeit erhaiten bleibt und diese 
Formulierungen keine toxlkologisch bedenklichen Hilfsstoffe enthalten. 

10 Zusammenfassung der Erfindung 

Oberraschenderweise lassen sich mit Hilfe von Ultraflitrationsverfahren 
hochkonzentierte pharmazeutische Zubereitungen von anti-EGFR- 

15 Antikarpern erhaiten, die in einer flussigen Formulierung 

Proteinkonzentrationen von 10 - 200 mg/ml, besonders bevorzugt von 50 - 
180 mg/ml, besonders bevorzugt von 100-150 mg/ml ermfiglichen. 
Die durch den Ultrafiltrationsprozess erhaltenen Formulierungen sind 
vorzugweise Ober einen langeren Zeitraum stabil oder sie kdnnen bei 

20 Bedarf mit geeigneten stabilisierenden Hilfsstoffen versetzt oder durch 
nachfolgende Lyophilisierung stabilisiert werden. 

Die erfindungsgemalien Formulierungen sind physiologisch gut vertraglich, 
25 leicht herstellbar, exakt dosierbar und Ober die Dauer der Lagerung, bei 
mechanischer Beiastung und z.B. bei mehrfachen Einfrier- und 
Auftauvorgangen stabil. 

30 Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die durch erfindungsgemalie 
Verfahren hergestellten hochkonzentrierten Formulierungen von anti- 
EGFR-Antikfirpem einen Monomeranteil von > 99% enthalten. Die 
erhaltenen erfmdungsgemalien hochkonzentrierten, flOssigen 
Formulierungen mit einer Konzentration von 10 - 200 mg/ml, besonders 

35 ' bevorzugt von 50 - 1 80 mg/ml, besonders bevorzugt von 1 00 - 1 50 mg/ml 
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sind physikalisch und chemisch stabil, d.h. der es kommt zu keiner 
Veranderung des Monomerengehaltes m'rt einhergehender Zunahme von 
loslichen Aggregaten, was als sehr kritisch im Hinblick auf Wirksamkeit 
und auf immunogene Nebenwirkungen anzusehen ware (Schellekens H. 
5 (2002) Bioequivalence and the immunogenicity of biopharmaceuticals.: 
Nat. Rev. Drug Discov., v. 1, p. 457-462). Auch kommt es durch die 
angewandten Ultrafiltrationsverfahren zu keiner Anderung der 
Primarstruktur des Proteins. Aufterdem zeigen sich hinsichtlich der 
1 0 mechanischen Stabilitat und der thermischen Stabilitat keine Nachteile 
gegenQber den niedrig konzentrierten Proteinformulienjngen. 
Insbesondere liegen die charakterisierten Aggregationsprodukte auch fQr 
die erfindungsgemafien hochkonzentrierten, flQssigen 
Antikttrperformulierungen im Bereich der festgesetzen Spezifikationen. 



15 



Dies war nicht zu erwarten, da bei hochkonzentrierten 
Proteinformulierungen die Tendenz zur Instability weitaus grofier ist als 
bei verdunnten Proteinformulierungen (Fields, G., Alonso, D., Stiger, D., 
20 Dill, K. (1992) "Theory for the aggregation of proteins and copolymers." J. 
Phys. Chem. 96, 3974-3981). Bei einer hohen Proteinkonzentration ist die 
"Packungsdichte" der proteinmolekQIe erhbht. Eine vermehrte Anzahl an 
Kollisiohen ist demnach anzunehmen und es kann zu gelegentlichen 
25 Protein-Assoziationen kommen. Dieser Prozess erfolgt in der Regel durch 
Nukleations- und Wachstumsmechanismen, bei der die kritischen Nuklel 
oft losliche assoziierte Proteine darstelien, die sich jedoch schnell in 
unlosliche Proteinprazipitate (denaturiertes Protein) umwandeln k5nnen 
(Reithel, J.F. (1962) „The dissociation and association of protein 
structures", Adv. Protein Chem. 18, 123). Die Grolie der Proteinaggregate 
erhoht sich mit steigender Proteinkonzentration, wie fur das P- 
Lactoglobulin bereits gezeigt werden konnte (Roefs. S.P.F.M., De Kruif, 
K.G. (1994) "A model for the denaturation and aggregation of P+- 
35 lactoglobulin" Eur. J. Biochem. 226, 883-889). 



30 
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Die nachfolgend beschriebenen erfindungsgemafien Formulierungen von 
anti-EGFR-Antikbrpern zeichnen sich tlberraschenderweise durch einen 
oder mehrere Vortelle aus, ausgewahlt unter: hohe Protelnkonzentration, 
hohe Stability, geringe Aggregationstendenz, geringe Viskositat, hohe 
5 Reinheit, Abwesenheit pharmazeutisch bedenklicher Agenzien und damit 
hohe Sicherheit, gute Vertraglichkeit und Moglichke'rt der direkten 
Verwendung. 

t 

1 0 Nachfolgend beschriebene erfindungsgemalie Herstellungsverfahren 
zeichnen sich Oberraschenderweise durch einen oder mehrere Vorteile 
aus, ausgewahlt unter: Einfachheit, Zeit- und Kostenersparnis, 
Verwendung pharmazeutisch unbedenklicher Agenzien, hohe Ausbeute. 
Erfindungsgemalie Verfahren sind somit in der DurchfUhrung 
vorzugsweise wesentlich einfacher, zeitsparender und kosteneffektiver als 
die in der Literatur beschriebenen Techniken, da Uberraschenderweise 
durch Ultrafiltration stabile, hochkonzentrierte, flussige Formulierungen von 
antl-EGFR-Antik6rpern erhalten werden, die obengenannte Vorteile 
^ aufweisen. 

Gegenstand der Erfindung sind deshalb Verfahren zur Herstellung 
hochkonzentrierter, flussiger Formulierungen enthaltend wenigstens einen 
25 anti-EGFR-Antik6rper und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente 
durch Ultrafiltration. Erfindungsgemalie Verfahren sind insbesondere 
dadurch gekennzeichnet, dass die erhaltenen hochkonzentrierten, 
flussigen Formulierungen einen Gehalt wenigstens eines anti-EGFR- 
Antikorpers von 10 - 200 mg/ml, bevorzugt 50-180 mg/ml, besonders 
bevorzugt 1 00 - 1 50 mg/ml aufweisen. 



15 



30 



Weiterhin sind erfindungsgemalie Verfahren dadurch gekennzeichnet, 
dass die anti-EGFR-Antik6rper monoklonal sind und muriner oder 
35 humaner Herkunft, bevorzugt muriner Herkunft und chimar oder 

humanisiert. Besonders bevorzugt sind die anti-EGFR-Antik6rper Mab 
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C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD72000) und/oder deren Vsjrianten] 
und/oder Fragments. j 

Erfindungsgematte Verfahren der Ultrafiltration umfassen Ultrafiltration 
und Tangentialflussfiltration (TFF). 



Die Ultrafiltration erfindungsgemalier der Antikfirper erfolgt vorzugsweise 
in einem geeigneten Puffersystem, d.h. es ist keine Stabilisierung der 

1 0 Reaktionslosungen durch weitere Hilfsstoffe, wie z.B. Detergenzien 
notwendig. Die Verwehdung von Detergenzien in Zubereitungen zur 
parenteralen Anwendung ist generell zu vermeiden bzw. zu minimieren, da 
von ihnen ein nicht unerhebliches toxlsches und immunogenes Potential 

1 g ausgeht (Sweetana S. & Akers M J. (1 996) Solubility principles and 

practices for parenteral drug dosage form development. PDA J. Pha'rm. 
Sci. Technol. 50, 330-342) und sie auch zur Veranderung der 
Sekundarstruktur von Proteinen fQhren konnen (Vermeer A.W.P. & Norde 
W. (2000) The influence of the binding of low molecular weight surfactants 

20 on the thermal stability and secondary structure of IgG. Colloids and 

Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 161, 139-150). So 
konnen die erhaltenen erfindungsgemallen Formulierungen direkt in 
Arzneimitteln verwendet werden. 

25 

BezOglich der erfindungsgemalien anti-EGFR-Antik6rper und im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung, versteht man unter „biologisch aktiv", "nativ" 
und ..wirksam", dass erfindungsgemalie anti-EGFR-Antik5rper auch nach 
30 ClberfQhrung in erfindungsgemalie Formuierungen ihre biologische 

Wirkung ausOben kflnnen, insbesondere die Bindung an EGFR, Inhibition 
der Bindung von Liganden, insbesondere EGF, an den EGFR, Modulation, 
insbesondere Inhibition der EGFR-vermittelten Signaltransduktion und 
Prophylaxe oder Therapie von EGFR-vermittelten Erkrankungen. 
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anti-EGFR-Antikorper: Erfindungsgemaiie anti-EGFR-Antik5rper sind 
vorzugsweise monoklonal und murineroder humaner Herkunft, besonders 
bevorzugt sind sie muriner Herkunft und chimar Oder humanisiert. Bei dem 
gegen den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) 

s 

gerichteten AntikOrper handelt es sich besonders bevorzugt urn Mab C225 
(Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren Varianten Oder 
Fragmente, Weitere gegen den EGFR gerichtefe Antikfirper sind z.B. In 
der EP0586002 sowie in J. Natl. Cancer Inst. 1993, 85: 27-33 (Mab 528) 
10 beschrieben. 

Mab C225 (Cetuximab. Erbitux™): Mab C225 (Cetuximab) ist ein klinisch 
erprobter Antik6rper, der an den EGF-Rezeptor blndet. Mab C225 
1 5 (Cetuximab) ist ein chimarer Antikorper, dessen variable Regionen 

murinen und dessen konstante Regionen humanen Ursprungs sind. Er 
wurde erstmals von Naramura et ai., Cancer Immunol. Immunotherapy 
1993, 37: 343-349 sowie in WO 96/40210 AI beschrieben. 

20 Mab h425 (EMD 72000V Mab h425 (EMD 72000) ist ein humanisierter 
monokfonaler Antikfirper (Mab), der aus dem murinen anti-EGFR- 
AntikSrper 425 (Mab 425) erhalten wurde (EP0531472). Der murine 
monoklonale AntikOrper Mab 425 wurde in der humanen KarzinomzelUinie 

25 A431 entwickelt, da er hier an ein extrazellulares Epitop des epidermalen 
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) bindet. Es wurde gefunden, dass er die 
Bindung von EGF inhibiert (Murthy et a!., 1987). Erhohte Expression von 
EGFR wird in malignen Geweben aus unterschledllchen Quellen 
gefunden, so dass Mab 425 ein moglicher Wirkstoff zur Diagnose und 

30 

therapeutischen Behandlung von humanen Tumoren ist. So wurde 
gefunden, dass Mab 425 in vitro Tumorzytotoxizitat vermittelt und in vitro 
das Tumorwachstum von Zellinlen epidermoider und colorektaler 

» 

Karzinome unterdrilckt (Rodeck t al., 1987). AuRerdem konnte gezeigt 
35 werden, dass Mab 425 an Xenografts von humanen malignen Gliomen in 
Mausen bindet (Takahashi et al., 1987). Seine humanisierten und 
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chimaren Formen sind z.B. aus EP0531472; Kettleborough et al., Protein 
Engineering 1991, 4: 773-783; Bier et al„ Cancer Chemother Pharmacol. 
2001 , 47: 519-524; Bier et ah, Cancer Immunol. Immunother. 1998, 46: 
167-173 bekannt. Mab h425 (EMD 72000) ist dabei ein in der klinischen 
5 Phase l/ll befindlicher humanisierter AntikSrper (h425), dessen konstanter 
Bereich sich aus einer k und einer humanen v-1-Kette zusammensetzt 
(EP0531472). 

1 0 Humane anti-EGFR-Antlk5rper konnen nach der XenoMouse-Technologie 
bereitgestellt werden, wie in der W091 1 0741 , WO9402602, W09633735 
beschrieben, Ein gemaB dieser Technologie hergesteilter, in der klinischen 
Erprobung befindlicher Antikorper ist beispielsweise auch ABX-EGF 
5 (Abgenix, Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2001 , 38: 1 7-23; Cancer Research 
1999, 59: 1236-43). 

Antikorper: Antikorper oder Immunglobulin wird im Rahmen der 
voriiegenden Erfmdung im breltesten Umfang verwendet und betrifft 
20 insbesondere polyklonale Antikfirper und multispezifische AntikSrper (z.B. 
bispezifische Antikftrper) und besonders bevorzugt intakte monoklonate 
Antikorper (Mab). die biologisch wirksam sind, sowie deren Varianten und 
Fragmente. Es sind auch Heteroantikorper, die aus zwei oder mehreren 
25 Antikorpern oder deren Fragmenteri bestehen und/oder verschiedene 

Bindungsspezifrtaten auftveisen und miteinander verbunden sind, umfasst. 
In Abhangigkeit von der Aminosauresequenz ihrer konstanten Regionen 
kflnnen AntikSrper verschiedenen ,Antik6rper- (Immunglobulin-) Klassen 
30 zugeordnet werden: IgA, IgD. IgE, IgG und IgM. Mehrere davon kQnnen 
weiter in Subklassen (Isotypen) unterteilt werden, beispielsweise igG1 , 
lgG2. lgG3, lgG4, lgA1 und lgA2. Antikorper haben gewfihnlich ein 
Molekulargewicht von etwa 150 kDa, bestehen aus zwei identischen 
leichten Ketten (L) und zwei identischen schweren Ketten (H). lylonokonale 
35 Antikorper werden aus einer Population homogener Zeilen erhalten. Sie 
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sind hochspezifisch und gegen ein einziges Epitop gerichtet, wahrend 
poiyklonale Antikbrper verschiedene Antikbrper umfassen, die gegen 
unterschiedliche Epitope gerichtet sind. Verfahren zur Herstellung 
monoklonaler Antikbrper umfassen beispielsweise die von Kohler und 

5 Milstein (Nature 256, 495 (1975)) und in Burdon et al„ (1985) "Monoclonal 
Antibody Technology, The Production and Characterization of Rodent and 
Human Hybridomas", Eds, Laboratory Techniques in Biochemistry and 
Molecular Biology, Volume 13, Elsevier Science Publishers, Amsterdam 

1 0 beschriebene Hybridommethode. Sie kfinnen insbesondere durch 

bekannte rekombinante DNA-Techniken hergestellt werden (siehe z.B. 
US481 6567). Monoklonale Antikbrper kbnnen auch aus 
Phagenantikbrperbibliotheken isoliert werden beispielsweise mithilfe der in 

1 5 Clackson et al. (Nature, 352:624-628 (1 991 )) und Marks et al. (J, Mol. 
Biol., 222:58, 1-597(1991 )) beschriebenen Techniken. 

Varianten und Fragments: Bei Varlanten (Muteine) von Antikbrpem 
handelt es sich urn strukturverwandte Proteine, beispielsweise solche, die 
20 durch Modifikation der Primarsequenz (Aminosauresequenz), durch 

Glycoengineering (Varianten der Glykosylierungsstellen bzw-strukturen, 
auch deglykosylierte Proteine), durch PEGylierung, durch Herstellung in 
modifizjerten Wirtszellen oder durch andere Techniken erhalten werden 
25 kbnnen. ErfmdungsgemaRe Varianten sind hierbei nicht auf die 
vorstehenden Beispiele beschrSnkt. sondem umfassen alle dem 
Fachmann bekannten Varianten erfindungsgemafter Antikdrper. 
Bei Fragmenten (Teilsegmenten) von AntikSrpern handelt es sich urn 
3Q Spaltungsprodukte von Antikbrpem, die beispielsweise durch limitierte 
enzymatische Verdauung mithilfe von Papain, Pepsin und Plasrnin oder 
durch gentechnlsche Herstellung der Teilsegmente gewonnen werden. 
Typische Teilsegmente sind beispielsweise das bivalente F(ab') 2 - 
Fragment, das monovalente Fab-Fr,agment sowie das Fc-Fragment. 
35 (Lottspeich F. , H. Zorbas (ed.). Bioanalytik, Heidelberg; Berlin:Spektrum 
Akademischer Verlag GmbH, (1998) pp.1035). ErfindungsgemaBe 
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Fragmente sind hierbei nicht auf die vorstehenden Beispiele beschrankt, 
sondem umfassen alle dem Fachmann bekannten Fragmente 
erfindungsgemalier Antikorper. 

Pharmazeutische Zubereituna; Die Begriffe pharmazeutische Formulierung 
und pharmazeutische Zubereitung werden im Rahmen der voriiegenden 
Erflndung als Synonyme verwendet. 

1 0 Wie hier verwendet bezieht sich ..pharmazeutisch vertraglich" auf 
Arzneimittel, Prazipitationsreagezien, Tragerstoffe, Hilfsstoffe, 
Stabilisatoren, L6sungsmittei und sonstige Agenzien, die die 
Verabreichung der daraus erhalteneh pharmazeutischen Zubereitungen 

15 ohne unerwunschte physiologische Nebenwirkungen, wie Obelkeit, 
Schwindel, Verdauungsprobleme o.a. an ein Saugetier ermfiglichen . 

Bei pharmazeutischen Zubereitungen zur parenteralen Verabreichung 
besteht die Forderung nach Isotonie, Euhydrie sowie nach Vertraglichkeit 

20 und Sicherheit der Formulierung (geringe Toxizitat), der eingesetzten 
Hiifsstoffe und des Primarpackmittels. Uberraschenderweise haben 
erfindungsgemalie hochkonzentrierte, flQssige Formulierungen von anti- 
EGFR-AntikQrpem vorzugsweise den Vorteil, dass eine direkte 

25 Verwendung moglich ist, da zur Hersteliung physiologisch unbedenkliche 
Agenzien verwendet werden. Somit ist die Hersteliung erfindungsgemalier 
hochkonzentrierter, fltlssiger Formulierungen von anti-EGFR-Antikorpern 
bei vorzugsweise gleichzeitig hoher Ausbeute an nativem und 
pharmazeutisch unbedenklichem Protein hoher Reinheit, vorzugsweise 

30 

einfach, zeitsparend und kostengunstig. 

Bei der Ultrafiltration handelt es sich urn ein druckgetriebenes 
semipermeable Membranverfahren zur Separation geloster und 
35 suspendierter Materialen. Das Trennprinzip beruht auf der Grofle und 
AusmaR des MolekQls, d.h. Substanzen, die kleiner als die Porengrolie 
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sind, gelangen ins Filtrat (Perrneat), wahrend Substan2en, die grolier als 
die PorengrQIie sind, im Retentat (Konzentrat) verbleiben. Die n6tige Kraft, 
um die Trennung durchzufiihren, kann durch Zentrifugalkrafte, eine Gas- 
Druckquelle (z.B. Stickstoff) oder eine Membranpumpe aufgebracht 
^ werden. 

Erfindungsgemalie hochkonzentrierte, flQssige Formulierungen von anti- 
EGFR-Antikorpem kdnnen bevorzugt hergesteilt werden, indem eine 

1 0 erfindungsgemalie anti-EGFR-Antik6rper enthaltende Losung mittels eines 
Ultrafiltrationsverfahrens aufkonzentriert wird. Zweckmaliigerweise wird 
hierzu einer Lfisung mit einer definierten Konzentration an 
erfindungsgemafien anti-EGFR-Antikorpern (beispielsweise for C225:0,01 
. 1 5 bis 1 50 mg/ml, bevorzugt 2 bis 1 00 mg/ml, besonders bevorzugt ca. 20 
mg/ml. fOr EMD 72000: 0,01 bis 150 mg/ml, bevorzugt 5 bis 100 mg/ml, 
besonders bevorzugt ca 20 mg/ml), wie sie bei deren Herstellung 
gewonnen wird, in die Uitrafiltrationseinheit gegeben und unter definierten, 
kontrollierten Druckbedingungen einem Konzentrationsprozess 

20 unterzogen. Liegt der Antik6rp er als Feststoff, beispielsweise als 

Lyophilisat, vor, kann die erfindungsgemalie hochkonzentrierte, flQssige 
Formulierung hergesteilt werden, indem erfindungsgemalie antNEGFR- 
Antikdrper zunachst in Wasser oder einer einen oder mehrere der weiteren 

25 Inhaltsstoffe enthaltenden wassrigen Lesung gelost und anschlieliend dem 
Ultrafiltrationsprozess ausgesetzt wird. 
Das durch den Ultrafiltrationsprozess erhaitene Produkt kann 
anschlieliend durch Zusatz der im Anhang aufgefOhrten Hilfsstoffen 

3Q stabilisiert werden. Die so erhaitene, den jeweiligen Antik5rper enthaltende 
L5sung wird auf einen pH-Wert von 4 bis 10, bevorzugt pH 5 bis 9 
eingestellt, sterilfiltriert und je nach Bedarf durch einen nachfolgenden 
Lyophiiisierungsschritt zur Stabilisierung in eine teste Form OberfQhrt. 
Die Reihenfolge der Zugabe der verschiedenen Hilfsstoffe oder des 

35 erfindungsgemalien Antikftrpers ist weitgehend unabhangig vom 
Herstellungsverfahren und liegt im Ermessen des Fachmanns. 
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Die anti-EGFR-Antikfirper li gen in erfindungsgemafcen 
hochkonzentrierten, flOssigen Formulierungen vorzugswelse In biologisch 
aktiver Form vor und es kommt bei erfindungsgemallen Verfahren 
5 vorzugsweise nicht zu einer Denaturierung der AntikSrper. So bleibt die 
biologische Wirksamkeit des Proteins vorzugsweise erhalten. 

In erfindungsgemallen Verfahren k5nnen beispielsweise 
10 Polyethersulfon (PES), regenerierte Cellulose als Ultrafiltrations- 

Membranen yerwendet werden: Der theoretisch denkbare Cutoff liegt im 
Bereich zwischen 5 und 500 kDa, vorzugsweise zwischen 30 und 50 
kDa. 

15 

Die for Ultrafree-Zentrifugenrohrchen (Millipore) verwandten 
Zentrifugalkrafte llegen im Bereich von 1 - 20000*g, vorzugsweise im 
Bereich von 1000 - 12000*g, besonders bevorzugt bei 2000*g. Die bei 
der Amicon-Ruhrzelle (Millipore) angewandte Gasdruck liegen im 

20 Bereich von 0,1-5 psi, vorzugsweise bei 4 psi. Der bei der Labscale- 

TFF-An!age (Millipore) angewandte Eingangsdruck liegt im Bereich von 
0,1 - 85 psi, vorzugsweise im Bereich von 10 - 30 psi, besonders 
bevorzugt bei 20 psi. Der bei der Labscale-TFF-Anlage (Millipore) 

25 angewandte Ausgangsdruck liegt im Bereich von 0,1 - 85 psi, 

vorzugsweise im Bereich von 5-20 psi, besonders bevorzugt bei 10 
psi. 

3Q In erfindungsgemallen Verfahren k6nnen beispielsweise folgende Puffer 
verwendet werden: Phosphatpuffer: Na- (oder K-)Phosphat; auch mit 
Zusatz von Isotisierungsmittel (z.B. Na-(oder K-)Ci), moglicher pH ca 6,0 - 
8,2; Citrat-Puffer: Na-Citrat oder C'rtronensaure, mfiglicher pH ca 2,2 - 6,5, 
auch mit Zusatz von Isotonisierungsmitteln (z.B. NaCI), auch andere Salze 

35 sind zur Isotonisierung denkbar, Succinat-Puffer pH ca 4.8 - 6.3, Acetat- 
Puffer, z.B. Natriumacetat, pH ca 2.5 - 6.0; Histidin-Puffer pH ca 6,0 - 7.8; 
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Glutaminsaure pH 8,0 bis 10,2; Glycin (N,N-bis(2-Hydroxyethyl)glycin) pH 
ca. 8,6 bis 10,6; Glycinat-Puffer pH ca 6.5 - 7.5; Imidazol pH 6,2 bis 7,8; 
Kaliumchlorid pH ca. 1,0 bis 2,2; Lactat-Puffer pH ca 3.0 - 6.0; Maleat- 
Puffer pH ca 2.5 - 5.0; Tartrat-Puffer pH ca 3.0 - 5.0; Tris: pH ca 6,8 - 
5 7.7; Phosphat-Citrat-Puffer. 

In erfindungsgemaiien Verfahren konnen vorstehend genannte Puffer 
beispielsweise in folgenden Konzentrationen verwendet werden: 1mM bis 
1 0 200 mM, bevorzugt 2-20 mM, besonders bevorzugt ca. 10 mM. 

Vorzugsweise kennen nachfolgende pH-Bereiche verwendet werden: 
pH 4 - 10, bevorzugt ist pH = IEP +/- 2 pH-Einheiten (2 pH Einheiten um 
15 den isoelektrischen Punkt des Proteins). 

Vorzugsweise konnen nachfolgende Isotonisierungsmittel verwendet 
werden (ubliche Konzentrationen): Natriumchlorid ca. 5 mM - 305 mM; 
Kaliumchlorid; Glucose; Glycerin; Dextrose 4-5.5 mM; Natriumchlorid 
20 0.5-0.9 mM, Natriumsulfat 1-1.6 mM. 

Vorzugsweise k5nnen nachfolgende Stoffe zur Viskosrtatserniedrigung 
verwendet werden: Natrumchlorid, Argininhydrochlorid, 
25 Natriumthiocyanat, Ammoniumthiocyanat, Ammoniumsulfat, 

Ammohiumchlorid, Calciumchloride, Zinkchloride, Natriumacetat. 

Vorzugsweise kSnnen nachfolgende Stabilisatoren verwendet werden: 
3Q 1^ Aminosauren 

(ca. 1 - 1 00 mg/ml, besonders bevorzugt 3-1 0 mg/ml, als Hydrochlorid) 
Arginin; Ornithin, Lysin. Histidin, Glutaminsiure, AsparaginsSure, 
Isoleucin, Leucin, Alanin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Methionin, 

Serin, Prolin. 
35 ^ 2ucker und Zuckeralkohole 
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(ca. 1 - 20O mg/ml, besonders bevorzugt 30-65 mg/ml) Saccharose, 
Lactose, Glucose, Mannose, Maltose, Galactose, Fructose, Sorbose, 
Raffinose, Trehalose, Glucosamin, N-Methylglucosamin, Galactosamln, 
NeuraminsSure. 
3^ Antioxidantien 

Acetonnatriumbisulfit 0.2%, Ascorbinsaure 0.01%, Ascorbinsaureester 
0.015%, Butylhydraxyanisol (BHA) 0.02%,, Butylhydroxytoluen (BHT) 
0.02%, Cystein 0.5%. Nordihydroguaiaretinsaure (NDGA) 0.01%, 
1 0 Monothioglycarol 0.5%, Natriumbisulfit 0.1 5%, Natriummetabisulfit 0.2%. 
Tocopherols 0.5%, Glutathion 0.1%. 
A) Konservigrunasmittel 

m-Cresol ca 0,1 - 0,3%, Chlrocresol ca. 0,1 - 0,3%, Phenol ca. 0,5%, 
Benzylalkohol ca. 1,0-2.0 %, Methylparaben ca. 0,2 %, Propylparaben 
ca. 0,02%, Butylparaben ca. 0,015%, Chlorbutanol ca. 0,25 - 0,5%, 
Phenylmercurinitrat ca. 0,002%, Phenylmercurlacetat ca- 0.002%, 
Thlmersal ca. 0,01 - 0,02%, Benzalkoniumchlorid oa. 0,01%, 
Benzethoniumchlorid ca. 0,01 %. 
20 §3 Cyclodextrine 

z.B. Hydroxypropyl-j?-cyclodextrin. SulfobutyIethyl-0-cycladextrin. y- 

Cycladextrin. 

25 6YAIbumine 

Humanes Serum Albumin (HSA). Bovines Serum Albumin (BSA): 

7) Polvhvdrische Alkohole 

Glycerol, Ethanol, Mannitol. 

&\ Salae 

Acetat-Salze (z.B. Natriumacetat), Magnesiumchlorid, Calciumchlorid, 
Tromethamin, EDTA (Z.B. Na-EDTA). 



30 



Die Erfindung umfasst auch alle dem Fachmann bekannten und 
35 denkbaren Hydrate, Salze und Derivate der vorstehend genannten 
Agenzien. 



35 



Herkunft un J chimar Oder humanisiert. Blonder* bevomigt sind die antl- 
EGFR-Antikorper Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 (EMD72000) 
und/oder deren Variant n und/od r Fragments 
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Ein welterer Gegenstand der Erfindung sind hochkonzentrierte, flQssige 
Formulierungen enthaltend wenigstens einen anti-EGFR-Antikdrper 
und/oder eine seiner Varlanten und/oder Fragmente erhSltlich durch 
erfindungsgemSfie Verfahren, d.h. durch oben beschriebene Verfahren 
der Ultrafiltration. 

Gegenstand der Erfindung sind aufterdem erfindungsgema&e, 
10 hochkonzentrierte, fitlssige Formulierungen von anti-EGFR-Antikflrpern als 
lagerstabiie ArzneimitteL 

Erfindungsgemalle, hochkonzentrierte, flQssige Formulierungen von anti- 
1 g EGFR-AntikSrpern kSnnen neben erfindungsgemSRen Antik5rpem 
gegebenenfalis TrSger- und/oder Hilfsstoffe und/oder weitere 
pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 



Vorzugsweise ermfiglichen erfindungsgematie Verfahren, 
hochkonzentrierte Formulierungen herzustellen, ohne dass es zu 
ungdnstigen unerwOnschten Aggregationen der erfindungsgem&fien 
Antikflrper Oder zu unerwQnscht hoher Viskositat kommt, wie sie bei 
gewtthnlichen, hochkonzentrierten ProteinlSsungen beobachtet werden 

25 kann. So lassen sich mithiife erfinduhgsgemafier erfindungsgemaiier . 
Verfahren applikationsfertige Lasungen mit hohem Wirkstoffanteil 
herstellen. In jOngerer Zeit werden vermehrt mSgllchst hochkonzentrierte 
Formulierungen von Proteinwirkstoffen gefordert Die meisten AntikSrper, 

30 die zur Therapie eingesetzt werden, werden im Bereich mg/kg dosiert. 

Eine hohe Dosis und geringe zu applizierende Volumina (z.B. ca. 1 bis 1,5 
ml bei subkutaner Applikation) zeigen den Bedarf an hochkonzentrierten 
Proteinzubereitungen mit Konzentrationen von mehr als 100 mg/ml. 
Aufterdem konnen hochkonzentrierte Proteinformulierungen in 

35 prSklinischen Tests zur Untersuchung der Unbedenklichkeit und 
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Wirksamkeit in-vitro und in-vivo (am Tiermodell), in klinischen Tests zur 
Untersuchung der Unbedenklichkeit und Wirksamkeit beim Menschen und 
in der klinischen Anwendung des Produktes (insbesondere bei der 
subkutanen Applikation) erhebliche Vorteile aufweisen. Ihre Vorteile 
3 bestehen insbesondere darin, dass ein geringeres Volumen der 

Zubereitung angewendet werden muss. Im Gegensatzzur Infusion oder 
Injektion von relativ niedrig konzentrierten Proteinarzneimitteln 1st dadurch 
z.B. eine subkutane Applikation von Proteinarzneimitteln fur den Patienten 
10 meglich. Die subkutane Applikation von Proteinarzneimitteln kann 

verschiedene Grilnde haben. Beispielsweise kann ein spezielles Targeting 
erwunscht sein, welches in Zusammenhang mit einem ..therapeutischen 
Fenster" steht. Des weiteren hat eine subkutane Applikation den Vorteil, 
dass der Patient selbst die Applikation vornehmen kann, ohne auf 
arztliches Personal angewiesen zu sein. Das Belspiel des Insulins zeigt 
deutlich diese Vorteile. Da die Injektionen zur subkutanen Applikation 
jedoch maximal 1 - 1,5 ml betragen konnen, sind haufig hochkonzentrlerte 
Proteinformulierungen mit mehr als 1 00 mg/ml ndtig. 

20 

Oberraschenderweise lassen sich mithilfe erfindungsgemalier Verfahren 
hochkonzentierte, flOssige Formulierungen von anti-EGFR-Antik6rpern 
erhalten, die die bei Proteinkonzentrationen von 10 - 200 mg/ml, 
25 bevorzugt von 50-180 mg/ml, besonders bevorzugt von 100 - 150 mg/ml 
nicht obengenannte Nachteile aufweisen. 

Die Grenze bei bekannten hochkonzentrierten Formulierungen von 
Immunglobulinen liegt bei gebrauchsfertigen flOssigen Formulierungen von 
Antikarpem normalerweise bei 2 - 50mg/ml (Humira®) 
Mit den erfindungsgema&en Verfahren lassen sich jedoch auch deutlich 
heher konzentrierte und dennoch stabile Formulierungen herstellen, was 
nicht zu erwarten war. Somit konnen durch erfindungsgemaRe Verfahren 
35 hochkonzentrierte stabile Antikfirperformulierungen erhalten werden, d»e 
eine veringerte Viskositat und Aggregationstendenz verglichen mit 
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bekannten hochkonzentrierten, flussigen Antikfirperformulierungen und 
dadurch dadurch die Handhabbarkeit bei der parenteralen Verabreichung 
erieichtert wird. 

5 Vorteilhaft konnen aus den erfindungsgemaBen Formulierungen 

antikdrperhaltige LBsungen mit einem pH-Wert von 4 bis 10, bevorzugt mit 
einem pH-Wert von 5 bis 9, und einer Osmolality von 250 bis 350 
mOsmol/kg hergestellt werden. ErfindungsgemaBe Formulierungen somit 

10 weitgehend schrnerzfrei intravenSs, intraarteriell und auch subkutan direkt 
verabreicht werden. Daneben kann die Zubereitung auch 
Infusionslosungen, wie z.B. Glukoseldsung, isotonische KochsatzlSsung 
oder Ringerlosung, die auch weitere Wirkstoffe enthalten konnen, 
zugesetzt werden, so dass auch groRere Wirkstaffmengen appliziert 
werden kSnnen. 

Die erfindungsgemaBen Formulierungen sind physiologisch gut vertraglich, 
leicht herstellbar, exakt dosierbar und vorzugsweise Ober die Dauer der 

20 Lagerung sowie des Transports und bei mehrfachen Einfrier- und 
Auftauvorgangen hinsichtlich Gehalt, Zersetzungsprodukten und 
Aggregaten stabil. Sie konnen bei KOhlschranktemperatur (2-8°C) und bei 
Raumtemperatur (23-27°C) und 60% relativer Luftfeuchtigkeit (r.F.) Qber 

25 einen langeren Zeitraum vorzugsweise stabil gelagert werden. 

Vorzugsweise sind erfindungsgemaRe Formulierungen auch bei hoheren 
Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten vergleichsweise stabil. 

30 Der Ausdruck "wirksame Menge" bedeutet die Menge eines Arzneimittels 
oder eines pharmazeutischen Wirkstoffes, die eine biologische oder 
medizinische Antwort in einem Gewebe, System, Tier oder Menschen 
hervorruft, die z.B. von einem Forscher oder Mediziner gesucht oder 
angestrebt wlrd. 
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DarOber hinaus bedeutet der Ausdruck "therapeutisch wirksame Menge" 
eine Menge, die, verglichen zu einem entsprechenden Subjekt, das diese 
Menge nicht erhalten hat, folgendes zur Folge hat: verbesserte 
Heilbehandlung, Heilung, Prevention oder Beseitigung einer Krankheit, 

5 eines Krankheitsbildes, elnes Krankheitszustandes, eines Leidens, einer 
Stttrung oder Verhinderung yon Nebenwirkungen oder auch die 
Verminderung des Fortschreitens einer Krankheit, eines Leidens oder 
einer Storung. Die Bezeichnung "therapeutisch wirksame Menge" umfasst 

10 auch die Mengen, die wirkungsvoll sind, die normaie physiologische 
Funktion zu erhohen. 

Arzneimittel konnen in Form von Dosiseinheiten, die eine vorbestimmte 
1 5 Menge an Wirkstoff pro Dosiseinheit enthalten, dargereicht werden. Eine 
solche Einheit kann beispielsweise 0,5 mg bis 1 g, vorzugsweise 1 mg bis 
800 mg, eines erfindungsgema&en Wirkstoffs enthalten, je nach dem 
behandelten Krankheitszustand, dem Verabreichungsweg und dem Alter, 
Gewicht und Zustand des Patienten. Bevorzugte Dosierungseinheits- 
20 formulierungen sind solche, die eine Tagesdosis oder Teildosis, wie oben 
angegeben, oder einen entsprechenden Bruchteil davon eines Wirkstoffs 
enthalten. Weiterhin lassen sich solche Arzneimittel mrt einem der im 
pharmazeutischen Fachgebiet allgemein bekannten Verfahren herstellen. 

25 

Arzneimittel lassen sich zur Verabreichung Qber einen beliebigen 
geeigneten Weg, beispielsweise auf oralem (einschlielilich buccalem bzw. 
sublingualem), rektalem, pumonalen, nasalem, topischem (einschlielilich 
3{J buccalem. sublingualem oder transdermalem), vaginalem oder 
3V parenteralem (einschlielSlich subkutanem, intramuskularem, intravenSsem 
oder intradermalem) Wege, anpassen. Solche Arzneimittel konnen mit 
alien im pharmazeutischen Fachgebiet bekannten Verfahren hergestellt 
werden, indem beispielsweise der Wirkstoff mrt dem bzw. den 
35 Tragerstoff(en) oder Hilfsstoff(en) zusammengebracht wird. 
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Zur Verabreichung der erflndungsgemaBer Arzneimlttel eignet sich 
vorzugsweise die parenteral Applikation. Im Falle der parenteralen 
Applikation sind die intravendse, subkutane oder intradermal Applikation 
besonders bevorzugt. Im Falle der intravenosen Applikation. kann die 
5 Injektion direkt oder auch als Zusatz zu Inf usionslosungen erfolgen . 

Insbesondere eignen sich erfindungsgemaBe Arzneimittel zur subkutanen 
oder intradermalen Applikation, da sich mithilfe erflndungsgemaBer 
1 0 hochkonzentrierter, flussiger Forumlierungen die fur die parentrale oder 
subkutane Verabreichung erforderlichen gering zu applizierenden 
Volumina realisieren lassen. 



15 



Die subkutane Applikation hat den Vorteil, dass der Patient ohne 
medizinische fachmannische Hitfe sich selbst das Arzneimittel 
verabreichen kann. ErfindungsgemaBe Formulierungen von anti-EGFR- 
Antikorpern eignen sich auch zur Herstellung von parenteral zu 
applizierenden Arzneimitteln mit kontrollierter, gleichmaBiger und/oder 
20 verzogerter Wirkstofffreisetzung (slow-release, sustained-release, 
controlled release), beispielsweise auch zur Herstellung von Depot- 
Formulierungen, die fur den Patienten vorteilhaft sind. da eine Applikation 
nurin grdlieren Zeitintervallen notwendig ist. ErfindungsgemaBe 
25 pharmazeutische Zubereitungen konnen auch direkt in den Tumor injiziert 
werden und so direkt am bestimmungsgemaBen Wirkort ihre Wirkung 
entfalten. 

Zu den an die parenterale Verabreichung angepassten Arzneimitteln 
gehsren wassrige und nichtwassrlge sterile Injektionslosungen, die 
Antioxidantien, Puffer, Bakteriostatika und Solute, durch die die 
Formulierung isotonisch mit dem Blut des zu behandelnden Empfangers 
gemacht wird, enthalten; sowie wassrige und nichtwassrige sterile 
35 suspensionen. die Suspensionsmittel und Verdicker enthalten kfinnen. D.e 
Formulierungen kannen in Ejnzeldosis- oder Mehrfachdosisbehaltern, z.B. 
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versiegelten Ampullen und FlSschchen, dargereicht und in 
gefriergetracknetem (lyophilisiertem) Zustand gelagert werden, so dass 
nur die Zugabe der sterilen TragerflQssigkeit, z.B. Wasser fiir lnjektions- 
zwecke, unmittelbar vor Gebrauch erforderlich ist RezepturrnafJig 

5 

hergestellte Injektionslfisungen und Suspensionen konnen aus sterilen 
Pulvern, Granulaten und Tabletten hergestellt werden. 

Die erfindungsgernSIien Formulierungen von anti-EGFR-Antikfirpern 
10 lassen sich auch in Form von Llposomenzufuhrsystemen, wie z.B. kleinen 
unilamellaren Vesikeln, groften unilamellaren Vesikeln und multilamellaren 
Vesikeln, verabreichen. Liposomen kfinnen aus verschiedenen 
Phospholipiden, wie z.B. Cholesterin, Stearyiamin oder Phosphatidyl- 
^ 5 cholinen, gebildet werden. 

An die topische Verabreichung angepasste Arzneimittel kBnnen als 
Salben, Cremes, Suspensionen, Lotionen, Ltisungen, Pasten, Gele, 
Sprays, Aerosole oder Oie formuliert sein, in die erfindungsgemSlie 

20 

Formulierungen eingebracht werden, 

FOr Behandlungen des Auges oder anderer Sufierer Gewebe, z.B. Mund 
und Haut, werden die Formulierungen vorzugsweise in topische Salbe 
25 oder Creme eingebracht und appliziert. Bei Formulierung zu einer Salbe 

kbnnen erfindungsgemafie Formuluerungen entweder in eine paraffinische 
oder einer mit Wasser mischbare Cremebasis eingebracht werden. 
Alternate kann eine erfindungsgemaiie Formulierung zu einer Creme mit 
einer Ol-in-Wasser-Cremebasis oder einer Wasser-in-Ol-Basis formuliert 
werden. 

Zu den an die topische Applikation am Auge angepassten Arzneimittel 
geh5ren Augentropfen. 

35 
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An die rektale Verabreichung angepasste Arzneimittel kennen in Form von 
Zapfchen oder Elnlaufen dargereicht werden. 

An die Verabreichung durch Inhalation angepasste Arzneimittel umfassen 
5 feinpartikuiare Staube oder Nebel, die m'rttels verschiedener Arten von 
unter Druck stehenden Dosierspendern mit Aerosolen, Vemeblern oder 
Insufflatoren erzeugt werden konnen. 

1 

1 0 An die vaginale Verabreichung angepasste Arzneimittel k6nnen als 
Pessare, Tampons, Cremes, Gele, Pasten, Schaume oder 
Sprayformulierungen dargereicht werden. 

Es versteht sich, dass die erfindungsgemalien Arzneimittel neben den 
obigenbesonders erwahnten Bestandteiien andere Im Fachgebiet Obliche 
Mittel mit Bezug auf die jeweilige Art der pharmazeutischen Formulierung 
enthaiten konnen. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Sets (Kits) bestehend aus 
getrennten Packungen von 

a) einer erfindungsgemalien Formulierung, enthaltend eine wirksame 
Menge eines anti-EGFR-Antikorpers, bevorzugt eines monoklonalen 

25 antt-EGFR-AntikSrpers, besonders bevorzugt von Mab C225 

(Cetuximab) oder Mab h425 (EMD 72000) und/oder deren Varianten 
Oder Fragmenten, und 

b) einer Formulierung, enthaltend eine wirksamen Menge eines weiteren 

Arzneimittelwirkstoffs. 

Das Set enthalt geeignete Behalter, wie Schachteln oder Kartons, 
individuelle Flaschen, Beutel oder Ampullen. Das Set kann z.B. separate 
Ampullen enthaiten, in denen jeweils eine erfindungsgemalie 
35 Formulierung. enthaltend eine wirksame Menge eines erfindungsgemalien 
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anti-EGFR-Antikarpers und iner Formulierung eines weiteren 
Arzneimittelwlrkstoffs in geiaster oder in lyophylisierter Form vorliegt. 

Eine therapeutisch wirksame Menge eines erfindungsgemalien antl- 
3 EFGR-Antikorpers hangt von einer Reihe von Faktoren ab, einschlielilich 
z.B. dem Alter und Gewicht des Patienten, dem exakten 
Krankheitszustand, der der Behandlung bedarf, sowie seines 
Schweregrads, der Beschaffenheit der Formulierung sowie dem 
1 0 Verabreichungsweg, und wird letztendlich von dem behandelnden Arzt 
bzw. Tierarztfestgelegt. Jedoch llegt eine wirksame Menge eines 
. erfindungsgemafcen anti-EFGR-Antikarpers fur die Behandlung von 
neoplastischem Wachstum, z.B, Dickdarm- oder Brustkarzinom, im 
allgemeinen im Bereich von 0,1 bis 100 mg/kg Kerpergewicht des 
Empfangers (Saugers) pro Tag und besonders typisch im Bereich von 1 
bis 10 mg/kg Kdrpergewicht pro Tag. Somit lage fur einen 70 kg schweren 
. erwachsenen Sauger die tatsachliche Menge pro Tag fOr gewShnlich 
zwischen 70 und 700 mg> wobei diese Menge als Einzeldosis pro Tag oder 
20 tlblicher in einer Reihe von Teildosen (wie z.B. zwei, drei, vier, funf oder 
sechs) pro Tag gegeben werden kann, so dass die Gesamttagesdosis die 
gleiche ist. Die Bestimmung des geeigneten Antikbrper-Titers erfolgt riach 
dem Fachmann bekannten Methoden. Die fOr die Verabreichung 
25 vorgesehe Dosierung ist im Allgemeinen ausreichend, urn die gewQnschte 
tumor-hemmende Wirkung zu erzielen. Die Dosierung sollte jedoch auch 
moglichst gering gewahlt werden, so dass keine Nebenwirkungen, wie 
unerwonschte Kreuzreaktionen, anaphylaktische Reaktionen o.a. 
auftreten. 
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Erfindungsgemalie Medikamente kannen insbesondere zur Prophylaxe 
und/oder zur Behandlung von Krankheiten und Krankheitszustanden 
verwendet werden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung 
erf.ndungsgemaBer hochkonzentrierter, flilssiger Formulierungen von anti- 
EGFR-Antikorpem zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Tumoren und/oder Tumormetastasen, wobei der 
5 Tumor aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus Gehirntumor, Tumor 
des Urogenitaltrakts, Tumor des lymphatischen Systems, Magentumor, 
Kehlkopftumor, Monozytenleukamie, Lungenadenokarzinom, kleinzelliges 
Lungenkarzinom, Bauchspeicheldrusenkrebs, Glioblastom und 
1 0 Brustkarzinom. 

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass 
die Blockade des EGFR durch Antikbrper auf unterschiedlichen Ebenen 
gegen Tumore, beispielsweise durch Hemmung der Krebszellproliferation, 
Verringerung der tumorvermittelten Angiogenese. Induktlon der 
Krebszellapoptose und Verstarkung der toxischen Wirkungen der 
Strahlentherapie und der herkommlichen Chemotherapie. 

20 Arzneimittel enthaltend erfindungsgemalie Formulierungen k5nnen EGFR 
wirksam regulieren, modulieren oder hemmen und konnen deshalb zur 
Vorbeugung und/oder Behandlung von Erkrankungen im Zusammenhang 
mit unregulierter oder gesterter EGFR-Aktivitat eingesetzt werden. Insbe- 
25 sondere lassen sich die erfindungsgemalien Formulierungen von anti- 
EGFR-Antikorpern deshalb bei der Behandlung gewisser Krebsformen 
einsetzen, sowie bei durch pathologische Angiogenese bedingten 
Erkrankungen wie diabetische Retlnopathie oder EntzQndungen. 

30 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb die Verwendung von 
erfindungsgemafien Formulierungen zur Hestellung eines Medikaments 
zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, die durch EGFR 
und/oder durch EGFR-vermittelte Signaltransduktion verursacht, verm.ttelt 

35 und/oder propagiert werden. 
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ErfindungsgemaRe Arzneimittel eignen sich besonders zur Behandlung 
und/oder Prophylaxe von Krebs, einschlielilich solider Karzinome, wie zum 
Beispiel Karzinome (z.B. der Lungen, des Pankreas, der Schilddruse, der 
Harnblase oder des Kolons), myeloische Erkrankungen (z.B. myeloisohe 

5 Leukamie) oder Adenome (z.B, villoses Kolonadenom), pathologische 

Angiogenese und metastatische Zellmigration. Die Arzneimittel slnd ferner 
nQtzlich bei der Behandlung der Komplementaktivierungs-abhangigen 
chronischen EntzOndung (Niculescu et al. (2002) Immunol. Res., 24:191- 

10 1 99) und durch HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus Typ 1 ) induzierte 
Immunschwache (Popik et al. (1998) J Virol, 72: 6406-6413). 

Aulierdem eignen sich die vorliegenden Arzneimittel ais pharmazeutische 
15 Wirkstoffe filr Saugetiere, insbesondere fiir den Menschen, bei der 

Behandlung von EGFR-bedingten Krankheiten. Der Ausdruck „EGFR- 
bedingte Krankheiten " bezieht sich auf pathologische Zustande, die von 
der EGFR-Aktivitat abhangig sind. EGFR ist entweder direkt oder indirekt 
an den Signaltransduktionswegen verschiedener Zellaktivitaten, darunter 
20 Proliferation, Adhasion und Migration sowie Differenzierung beteiligt. Zu 
den Krankheiten, die mit EGFR-Aktivitat assoziiert sind, zahlen die 
Proliferation von Tumorzellen, die pathologische Gefalineubildung, die das 
Wachstum fester Tumore fordert, Gefaftneubildung im Auge (diabetische 
25 Retinopathie, altersbedingte Makula-Degeneration und dergleichen) sowie 
EntzUndung (Schuppenflechte, rheumatoide Arthritis und dergleichen). 

Gewehnlich werden die hier besprochenen Erkrankungen in zwei Gruppen 
3Q eingeteilt, in hyperproliferative und nicht-hyperproliferafrve Erkrankungen. 
In diesem Zusammenhang werden Psoriasis, Arthritis, EntzOndungen, 
Endometriose. Vemarbung, gutartige Prostatahyperplasle, immunologi- 
sche Krankheiten, Autoimmunkrankheiten und Immunschwachekrank- 
heiten als nicht-krebsartige Krankheiten angesehen, von denen Arthritis, 
35 Entzundung, immunologische Krankheiten, Autoimmunkrankheiten und 
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Immunschwachekrankheiten gewohnlich als nicht-hyperproliferative 
Erkrankungen angesehen werden. 

In diesem Zusammenhang sind Himkrebs, Lungenkrebs, 
5 Plattenepithelkrebs, Blasenkrebs, Magenkrebs, Pankreaskrebs, 
Leberkrebs, Nierenkrebs, Kolorektalkrebs, Brustkrebs, Kopfkrebs, 
Halskrebs, Osophaguskrebs, gynakologischer Krebs, Schilddrilsenkrebs, 
Lymphoma, chronische Leukamie und akute Leukamie als krebsartige 
1 0 Erkrankungen anzusehen, die alle gewahnlich zur Gruppe der hyper- 
proliferative Erkrankungen gezahlt werden. Insbesondere krebsartiges 
Zellwachstum und insbesondere durch EGFR direkt oder indirekt 
vermitteltes krebsartiges Zellwachstum ist eine Erkrankung, die ein Ziel der 
,;. vorliegenden Erfindung darstellt. 

Es kann gezeigt werden, dass die erfindungsgemaflen Arzneimittel in 
einem Xenotransplantat-Tumor-Modell eine in vivo antiproliferative 
Wirkung aufweisen. Die erfindungsgemafSen Arzneimittel werden an einen 
20 Patienten mit einer hyperproliferativen Erkrankung verabreicht, z. B. zur 
Inhibition des Tumoiwachstums, zur Vermlnderung der mit einer lympho- 
proliferativen Erkrankung einhergehenden EntzUndung, zur Inhibition der 
Transplantatabstodung oder neurologischer Schadigung aufgrund von 
25 Gewebereparatur usw. Die vorliegenden Arzneimittel sind nOtzlich fur 

prophylaktische oder therapeutische Zwecke. Wie hierin verwendet, wird 
der Begriff .behandeln' als Bezugnahme sowohl auf die Verhinderung von 
Krankheiten als auch die Behandiung vorbestehender Leiden verwendet. 
Die Verhinderung von Proliferation wird durch Verabreichung der 
erfindungsgemafien Arzneimittel vor Entwicklung der evidenten Krankheit, 
z. B. zur Verhinderung des Tumorwachstums, Verhinderung meta- 
statischen Wachstums, der Herabsetzung von mit kardiovaskularer 
Chirurgie einhergehenden Restenosen usw. erreicht. Als Alternative 
35 werden die Arzneimittel zur Behandiung andauemder Krankheiten durch 
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Stabilisation oder Verbesserung der klinischen Symptome des Patienten 
verwendet. 

Der Wirt oder Patient kann jeglicher Saugerspezies angehfiren, z.B. einer 
5 Primatenspezies, besonders Menschen; Nagetieren, einschlieftlich 

Mausen, Ratten und Hamstern; Kaninchen; Pferden, Rindern, Hunden, 
Katzen usw. Tiermodelle sind fOr experimentelle Untersuchungen von 
Interesse, wobei sie ein Model] zur Behandlung einer Krankheit des 
1 0 Menschen zur Verfugung stellen. 

Die Empfanglichkeit einer bestimmten Zelle gegenQber der Behandlung 
mit den erfindungsgemalien Arzneimittein kann durch In vitro-Tests 

< c bestimrht werden. Typischerweise wird eine Kultur der Zelle mit einem 
erfindungsgemalien Arzneimittel bei verschiedenen Konzentrationen fur 
eine Zeitdauer inkubiert, die ausreicht, um den Wirkstoffen zu erm5gli- 
chen, Zelltod zu induzieren oder Migration zu inhibieren, gew5hnlich 
zwischen ungefahr einer Stunde und einer Woche. Zu in vitro-Tests 

20 kannen kultivierte Zellen aus einer Biopsieprobe verwendet werden. Die 
nach der Behandlung zuruckbleibenden lebensfahigen Zellen werden 
dann gezahit. 

25 Die Dosis variiert abhangig von den verwendeten spezifischen 

Arzneimittein. der spezifischen Erkrankung, dem Patientenstatus usw.. 
Typischerweise ist eine therapeutische Dosis ausreichend, um die 
unerwunschte Zellpopulation im Zielgewebe erheblich zu vermindem, 
wahrend die Lebensfahigkeit des Patienten aufrechterhalten wird. Die 
Behandlung wird im Allgemeinen fortgesetzt, bis eine erhebliche Reduktion 
vorliegt, z. B. mindestens ca, 50 % Verminderung der spezifischen Zellzahl 
und kann fortgesetzt werden, bis im Wesentlichen keine unerwQnschten 
Zellen mehr im Kdrper nachgewiesen werden. 
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Zur Identifikation von EGFR-lnhibitoren stehen verschiedene Assay- 
Systeme zur Verfugung. Beim Scintillation-Proximity-Assay (Sorg et al., J. 
of. Biomolecular Screening, 2002, 7, 11-19) und dem FlashPlate-Assay 
wird die radioaktive Phosphorylierung eines Proteins oder Peptids als 

5 Substrat mit yATP gemessen. Bei Vorliegen einer inhibitorischen Verbin- 
dung 1st kein oder ein vermindertes radioaktives Signal nachweisbar. 
Ferner sind die Homogeneous Time-resolved Fluorescence Resonance 
Energy Transfer- (HTR-FRET-) und Fluoreszenzpolarisations- (FP-) 

10 Technologien als Assay-Verfahren nutzlich (Sills et al., J. of Biomolecular 
Screening, 2002, 191-214). 

Andere nicht radioaktive ELISA-Assay-Verfahren verwenden spezifische 
Phospho-Antikorper (Phospho-AK). Der Phospho-AK bindet nur das 
phosphorylierte Substrat. Diese Bindung ist mit einem zweiten Peroxidase- 
konjugierten Anti-Schaf-Antikorper durch Chemilumineszenz nachweisbar 
(Ross et al., 2002, Biochem. J., unmittelbar vor der Veroffentlichung, 
Manuskript BJ20020786). 

20 Es gibt viele mit einer Deregulation der Zellproliferation und des Zelltods 
(Apoptose) einhergehende Erkrankungen und Krankheitszustande. Die 
Erkrankungen und Krankheitszustande, die durch erfindungsgemalie 
Arzneimittel behandelt, verhindert oder gelindert werden kSnnen umfassen 
25 die nachfolgend aufgefuhrten Erkrankungen und Krankheitszustande, sind 
jedoch nicht darauf beschrankt. Die erfindungsgemalien Arzneimittel sind 
niltzlich bei der Behandlung und/oder Prophylaxe einer Reihe 
verschiedener Erkrankungen und Krankheitszustande, bei denen 
Proliferation und/oder Migration glatter Muskelzellen und/oder 
Entzondungszellen in die Intimaschicht eines Gefalies vortiegt, 
resultierend in eingeschrankter Durchblutung dieses Gefaftes, z. B. bei 
neointimaien okklusiven Lasionen. Zu okklusiven 
Transplantat-Gefalierkrankungen von Interesse zahlen Atherosklerose, 
35 koronare GefaRerkrankung nach Transplantation, Venentransplantat- 
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stenose, peri-anastomotische Prothesenrestenose, Restenose nach 
Angioplastie Oder Stent-Platzierung und dergleichen. 

Die vorliegende Erfindung umfasst die Verwendung der erfindungs- 
5 gemaGen Arzneimittel zur Behandlung oder Vorbeugung von Krebs. Ein 
besonders bevorzugter Gegenstand der Erfindung ist deshalb die 
Verwendung erfindungsgemafier fester Formen von anti-EGFR- 
Antikfirpern zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder 
1 0 Prophylaxe von Tumoren und/oder Tumormetastasen, wobei der Tumor 
besonders bevorzugt aus der Gruppe ausgewahlt ist, bestehend aus 
Gehimtumor, Tumor des Urogenitaltrakts, Tumor des lymphatischen 
Systems, Magentumor, Kehlkopftumor, Monozytenleukamie, 
^ g Lungenadenokarzinom, kleinzelliges Lungenkarzinom, 

Bauchspeicheldriisenkrebs, Glioblastom und Brustkarzinom, ohne darauf 
beschrSnkt zu sein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von 
erfindungsgemaden Arzneimittel zur Herstellung eines Medikaments zur 
Behandlung von Krankheiten, ausgewahlt aus der Gruppe der krebsartigen 
Erkrankungen bestehend aus Plattenepithelkrebs, Blasenkrebs, 
Magenkrebs, Leberkrebs, Nierenkrebs, Kolorektalkrebs, Brustkrebs, 
Kopfkrebs, Halskrebs, Osophaguskrebs, gynakologischem Krebs, 
SchilddrUsenkrebs, Lymphom, chronischer LeukSmie und akuter 
Leukamie. 

Die erfindungsgemalien Arzneimittel kSnnen an Patienten zur Behandlung 
von Krebs verabreicht werden. Die vorliegenden Arzneimittel hemmen die 
Tumorangiogenese und beeinflussen so das Wachstum von Tumoren (J. 
Raket al. Cancer Research, 55:4575-4580, 1995). Die 
angiogenesehemmenden Eigenschaften der erfindungsgemafien 
Arzneimittel eignen sich auch zur Behandlung bestimmter Formen von 
Blindheit, die mit Retina-Gefafineubildung in Zusammenhang stehen. 
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Gegenstand der Erfindung ist deshalb aulierdem die Verwendung 
erfindungsgemSlier Formulierungen von anti-EGFR-Antikfirpern zur 
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
5 Krankheiten, die durch Angiogenese verursacht. vermittelt und/oder 
propagiert werden, 

Eine derartige Krankheit, an der Angiogenese beteiligt ist, ist eine 
1 0 Augenkrankheit, wie Retina-Vaskularisierung, diabetische Retinopathie, 
altersbedingte Makula-Degeneration und dergieichen. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung 
5 erfindungsgemalier Formulierungen von anti-EGFR-Antikbrpern zur 

Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Krankheiten, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Retina- 
Vaskularisierung, diabetischer Retinopathie, altersbedingter Makula- 
Degeneration und/oder Entzdndungskrankheiten. 

20 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung 
erfindungsgemalSer Formulierungen von anti-EGFR-Antikbrpern zur 
Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, ausgewahlt aus der 
25 Gruppe bestehend aus Psoriasis, rheumatoide Arthritis, Kontaktdermatitis, 
Spat-Typ der Oberempfindlichkeitsreaktion, Entzundungen, Endometriose, 
Vemarbung, gutartiger Prostatahyperplasie, immunoiogischer Krankheiten, 
Autoimmunkrankheiten und lmmunschwachekrankheiten. 

30 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung erfindungsgemafler 
Formulierungen von anti-EGFR-Antikorpern zur Behandlung und/oder 
Prophylaxe von Knochen-Pathologien, ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Osteosarkom, Osteoarthritis und Rachitis. 

35 
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Weiterhin konnen die erfindungsgemafle Arzneimittel verwendet werden, 
um bei gewissen existierenden Krebschemotherapien und -bestrahlungen 
additive Oder synergistische Effekte bereitzustellen, und/oder kdnnen dazu 
verwendet werden, urn die Wirksamkeit gewisser existierender 
5 Krebschemotherapien und -bestrahlungen wiederherzustellen. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung 
erfindungsgemalier Formulierungen von anti-EGFR-Antik5rpern zur 
1 0 Hersteliung eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Krankheiten, wobei eine therapeutisch wirksame Menge eines 
erfindungsgemalien anti-EGFR-Antikbrpers in Kombination mit einer 
Verbindung aus der Gruppe 1 ) Ostrogenrezeptormoduiator, 2) Androgen- 
rezeptormodulator, 3) Retinoidrezeptormodulator, 4) Zytotoxikum, 5) 
antiproliferatives Mittel, 6) Prenyl-Proteintransferaseinhibitoren, 7) HMG- 
CoA-Reduktase-lnhibitoren, 8) HIV-Protease-lnhibitoren, 9) Reverse- 
Transkriptase-lnhibitoren, 10) Wachstumsfaktorrezeptor-lnhibitoren sowie 
11) Angiogenese-lnhibitoren verabreicht wird. 

20 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung 
erfindungsgemalier Formulierungen von anti-EGFR-Antikorpem zur 
Hersteliung eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
25 Krankheiten, wobei eine therapeutisch wirksame Menge eines 
erfindungsgemalien antl-EGFR-Antikdrpers in Kombination mit 
Radiotherapie und einer Verbindung aus der Gruppe 1) Ostrogen- 
rezeptormoduiator. 2) Androgenrezeptormodulator, 3) Retinoidrezeptor- 
modulator, 4) Zytotoxikum, 5) antiproliferatives Mittel, 6) Prenyl-Protein- 
transferaseinhibitoren, 7) HMG-CoA-Reduktase-lnhibitoren, 8) HIV- 
Protease-lnhibitoren, 9) Reverse-Transkriptase-lnhibitoren, 10) 
Wachstumsfaktorrezeptor-lnhibitoren sowie 1 1 ) Angiogenese-lnhibitoren 

verabreicht wird. 
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Die erfindungsgemalien Arzneimittel kfinnen so auch gemeinsam mit 
anderen gut bekannten Therapeutika, die aufgrund ihrer jeweiligen 
Eignung ftir das behandelte Leiden ausgewahlt werden, verabreicht 
werden. So waren zum Beispiel bei Knochenleiden Kombinationen 

5 gQnstig, die antiresorptiv wirkende Bisphosphonate, wie Alendronat und 
Risedronat, Integrinblocker (wie sie weiter unten defmiert werden), wie 
av/33-Antagonisten, bei der Hormontherapie verwendetete konjugierte 
Ostrogene wie Prempro®, Premarin® und Endometrion®, selektive 

10 5strogenrezeptormodulatoren (SERMs) wie Raloxifen, Droloxifen. CP- 
336,156 (Pfizer) und Lasofoxifen, Kathepsin-K-lnhibitoren und ATP- 
protonenpumpeninhibitoren enthalten. 

Die voriiegenden Arzneimittel eignen sich auch zur Kombination mit 
1 bekannten Antikrebsmitteln. Zu diesen bekannten Antikrebsmitteln zahlen 
die folgenden: Ostrogenrezeptormodulatoren, Androgenrezeptor- 
modulatoren. Retinoidrezeptormodulatoren, Zytotoxika, antiproliferative 
Mittel, Prenyl-Proteintransferaseinhibitoren, HMG-CoA-Reduktase- 
Inhibitoren, HlV-Protease-lnhibtoren, Reverse-Transkriptase-lnhibitoren, 
20 Wachstumsfaktor-inhibitoren sowie Angiogeneseinhibitoren. Die 

■ voriiegenden Verbindungen eignen sich insbesondere zur gemeinsamen 
Anwendung mit Radiotherapie. 

„Ostrogenrezeptormodulatoren" bezieht sich auf Verbindungen, die die 
25 Bindung von Ostrogen an den Rezeptor storen oder diese hemmen, und 
zwar unabhangig davon. wie dies geschieht. Zu den 
Ostrogenrezeptormodulatoren zahlen zum Beispiel Tamoxifen, Raloxifen, 

Idoxifen, LY353381, LY 117081. Toremifen, Fulvestrant, 4-[7-(2,2- 
DimethyM-oxopropoxy-4-methy|.2.[4-[2-(1-piperidinyl)ethoxylphenyl]-2H 

5U i.benzopyran.3-yllphenyl-2,2-dimethylpropanoat,4,4'- 

Dihydroxybenzophenon-2,4-dinltrophenyihydra Z on und SH646, was jedoch 
keine Einschrankung darstellen soil. 

.Androgenrezeptormodulatoren? bezieht sich auf V rbindungen. die die 
35 Bindung von Androgenen an den Rezeptor storen oder diese hemmen. 
und zwar unabhangig davon, wie dies geschieht. Zu den 



Codv provided bv USPTO from the IFW image Database on 12/13/2004 



12. FEB. 2004 16:22 MERCK L PAT PHRRMA 

104017 RW.doc 



NR. 287 S. 35/47 



- 34 ■ 

Androgenrezeptormodulatoren zahlen zum Beispiel Finasterid und andere 
5a-Reduktase-lnhibitoren, Nilutamid, Flutamid, Bicalutamid, Liarozol und 
Abirateron-acetat. ( 

B Retinoidrezeptormodulatoren a bezieht sich auf jVerbindungen, die die Bin- 
5 dung von Retinoiden an den Rezeptor sttiren oder diese hemmen, und 

zwar unabhangig davon, wie dies geschieht. Zu solchen Retinoidrezeptor- 
modulatoren zahlen zum Beispiel Bexaroten, Tretinoin, 13-cls-Retinsaure, 
9-cis-Retinsaure, a-Difluormethylomrthin, ILX23-7553. trans-N-(4 , -Hydroxy- 
10 phenyl)retinamid und N-4-Carboxyphenylretinamid. 

„Zytotoxika" bezieht sich auf Verbindungen, die in erster Linie durch direkte 
Einwirkung auf die Zellfunktion zum Zelitod fuhren oder die die Zellmyose 
hemmen oder diese stSren, darunter Alkylierungsmittel, Tumomekrose- 
faktoren, interkaliernde Mitt©!. Mikrotubulin-lnhibitoren und 

15 

Topoisomerase-lnhibitoren. 

Zu den Zytotoxika zahlen zum Beispiel Tirapazimin, Sertenef , Cachectin, 
Ifosfamid, Tasonermin, Uonidamin, Carboplatin, Altretamin, Prednimustin, 
Dibromdulcit, Ranimustin, Fotemustin, Nedaplatin, Oxaliplatin, 

20 Temozolomid, Heptaplatin, Estramustin, improsulfan-tosylat, Trofosfamid, 
Nimustin, Dibrospidium-chlorid, Pumitepa, Lobaplatln, Satraplatin, 
Profiromycin, Cisplatin, Irofulven, Dexifosfamid, cis-Amindichlor(2- 
methylpyridin)platin. Benzylguanin, Glufosfamid, GPX100, 

25 (trans,trans,trans)-bis-mu-(hexan-1 ,6-diamin)-mu-[diamin- 

platin(ll)]bis[diamin(chlor)platin(ll)]-tetrachlorid, Diarizidinylspermin, 
Arsentrioxid, 1-(1 1 -Dodecylamino-1 o-hydroxyundecyl)-3,7-dimethylxanthin, 
Zorubicin, Idarubicin, Daunorubicin, Bisantren, Mrtoxantron, Pirarubicin, 

3Q Pinafid, Vairubicin, Amrubicin, Antineoplaston, S'-Desamlno-S'-morpholino- 

°° i3_desoxo-10-hydroxycarminomycin, Annamycin, Galarubicin, Elinafid, 
MEN 1 0755 und 4-Desmethoxy-3-desamino-3.aziridinyl-4-methylsulfonyl- 
daunorubicin (siehe WO 00/50032), was jedoch keine Einschrankung 
darstellen soil. 

35 Zu den Mikrotubulin-lnhibitorenn zahlen zum Beispiel Paclitaxel, Vindesin- 
sulfat, y^'-Dldeshydro-^-desoxy-S'-norvincateukoblastin, Docetaxol, 
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Rhizoxin, Dolastatin, Mivobultn-isethionat, Auristatin, Cemadotin, 
RPR1 09881, BMS1 84476, Vinflunin, Cryptophycin, 2,3,4,5,6-pentafluor-N- 
(3-fluor-4-methoxyphenyl)benzolsulfonamid, Anhydrovinblastin, N.N- 
dimethyl-L-valyl-L-valyl-N-methyl-L-valyl-L-prolyl-L-prolin-t-butylamid, 

5 TDX258 und BMS1 88797. 

Topoisomerase-lnhibitoren sind zum Beisplel Topotecan, Hycaptamin, 
Irinotecan, Rubitecan, 6-Ethoxypropionyl-3\4'-0-exo-benzyliden- 
chartreusin , 9-Methoxy-N ,N-dimethyI-5-nitropyrazolo[3,4,5-kl]acridin-2- 
1 0 (6H)propanamin, 1 -Arnino-9-ethyl-5-fluor-2,3-dihydro-9-hydroxy-4-methyl- 
1H J2H-benzo[de]pyranol3\4^b J]indolizino[1 ,2b]chinolin-1 0,1 3(9H,1 5H)- 
dion, Lurtotecan, 7-[2-(N-lsopropylamino)ethyl]-(20S)camptothecin, 
BNP1350, BNPI1100. BN80915. BN80942, Etoposid-phosphat, Teniposid, 
Sobuzoxan. 2'«Dimethylamino-2 , -degoxy-etoposid > GL331, N-[2- 
(Dimethylammo)ethyl]-9-hydroxy-5,6-dimethy1-6H-pyrido[4,3-b]carbazol-1- 
carboxamid,Asulacrin.(5a,5aB,8aa > 9b)-9-[2-tN-[2-(Dimethy!amino)ethyl]- 
N-methylaminolethyll-S-^-hydroxy-S.S-dimethoxyphenyll-S.Sa.e.S.aa.g- 

hexohydrofuro(3\4':6 J)naphtho(2,3-d)-1 ,3-dioxol-6-on, 2,3- 
20 (Methylendioxy>5-methyl-7-hydroxy-8-methoxybenzotc]phenanthrid?nium, 
6,9-Bis[(2-aminoethyl)amino]benzo[g]isochinolin-5,10-dion,5-(3-Amino- 
propylamino)-7,10-dihydroxy-2-(2-hydroxyethylaminomethyl)-6H- 
pyrazolp[4,5,1-delacridin-6-on,N-[1-t2(Diethylamino)ethylamino]-7- 
25 methoxy-9-oxo-9H-thioxanthen-4-ylmethyl]formamid,N-(2-(Dimethyl- 

amino>ethyl)acridin-4-carboxamid,6-[[2-(Dimethylamino)-ethyl]amino]-3- 

hydroxy-7H-indeno[2,1-c]chinolin-7-on und Dimesna. 

Zu den ..antiproliferativen Mitteln" zahlen Antlsense-RNA- und -DNA- 

Oligonucleotide wie G3139, ODN698, RVASKRAS, GEM231 und 

i0 INX3001 , sowie Antimetaboliten wie Enocitabin, Carmofur, Tegafur, 

Pentostatin, Doxifluridin, Trimetrexat, Fludarabin, Capecitabin. Galocitabin, 
Cytarabin-ocfosfat, Fosteabin-Natriumhydrat, Raltitrexed. Paltitrexid, 
Emitefur, Tiazofurln, Decitabin, Nolatrexed, Pemetrexed, Nelzarabin, 2'- 

35 Desoxy-2'-methylidencytidin. 2'-Fluormethylen.2"-desoxycytidin, N-[5-(2,3- 
Dihydrobenzofuryl)sulfonyl]-N'-(3,4-dichlorpheny1)harnstoff, N6-l4-Desoxy- 
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4-[N2-t2(E),4(E)-tetradecadienoyl]glycylamino]-L-glycero-B-L-manno- 

heptopyranosyljadenin, Aplidin, Ecteinascidin, Troxacitabine, 4-[2-Amino- 
4-oxo-4,6,7 .S-tetrahydro-SH-pyrimidinop^-blll.Althiazin-e-yl-CSJ-ethyl]- 
2,5-thienoyl.L-glutaminsaure, Aminopterin, 5-Flurouracil, Alanosin, 11- 

5 Acetyl-8-(carbamoyloxymethyl)-4-formyl-6-methoxy-1 4-oxa-1 , 1 1 -diaza- 

tetracyclo(7.4.1.0.0)-tetradeca-2,4,6-trien-9-ylessigsaureester. Swainsonin, 
Lometrexol, Dexrazoxan, Methioninase, 2 , -cyan-2'-desoxy-N4-palmitoyl-1- 
B-D-Arabinofuranosylcytosin und 3-Aminopyridin-2-carboxaldehyd- 

10 thiosemicarbazon. Die ..antiproliferstiven Mittel" beinhalten auch andere 
monoklonale Antikdrper gegen Wachstumsfaktaren als bereits unter den 
.Angiogenese-lnhibitorenn" angefuhrt wurden, wie Trastuzumab, sowie 
Tumorsuppressorgene, wie p53, die Qber rekombinanten virusvermittelten 

15 Gentransfer abgegeben werden konnen (siehe z.B. US-Patent Nr. 

6,069,134), Erfindungsgemafie Arzneimittel kdnnen auch in Kombination 
mit alien weiteren dem Fachmann bekannten therapeutischen Antikdrpern 
Oder im Zusammenhang mit obengenannter Krankheiten geeigneten 
pharmazeutischen Wirkstoffen verabreicht werden. 

20 

Weiterhin kdnnen erfindungsgemalie Formulierungen von anti-EGFR- 
Antikdrpern zur Isolierung und zur Untersuchung der Aktivitat oder 
Expression von EGFR verwendet werden. Aulierdem eignen sie sich 
25 insbespndere zur Verwendung in diagnostischen Verfahren zu 

Erkrankungen im Zusammenhang mit unregulierter oder gestorter EGFR- 
Aktivitat. 

3Q FOr diagnostische Zwecke konnen erftndungsgema&e Antikdrper 
beispielsweise radioaktiv markiert werden. Ein bevorzugtes 
Markierungsverfahren ist die lodogen-Methode (Fraker et al., 1978). FOr 
diagnostische Zwecke wird der Antikdrper besonders bevorzugt als 
F(ab')2 Fragment verwendet. Dadurch werden hervorragende Ergebnisse 

35 erzielt, so dass keine Hintergrund-Subtraktion notwendig ist. Solche 

Fragmente kdnnen nach bekannten Methoden hergestellt werden (e.g., 
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Herlyn et al M 1983). Im Allgemeinen wird ein Pepsin-Verdau in bei saurem 
pH-Wert duchgefQhrt und die Fragmente durch Protein A-Sepharose™ 
Chromatographie von unverdautem IgG und Fragmenten schwerer Ketten 

* 

getrennt. 

5 

Die anti-EGFR-Antlk6rper zeigen in erfindungsgemafien Formulierungen 
bevorzugt eine vorteilhafte biologische Aktivitat, die in Enzym-Assays, wie 
in den Beispielen beschrieben, leicht nachweisbar ist. In derartigen auf 

1 0 Enzymen basierenden Assays zeigen und bewirken die 

erfindungsgemalien Antikorper bevorzugt einen inhibierenden Effekt, der 
gewohnlich durch ICso-Werte in einem geeigneten Bereich, bevorzugt im 
mikromolaren Bereich und bevorzugtsr im nanomoiaren Bereich 

15 dokumentiertwird. 

Nachweise von Proteingrofle, struktureller Integrity, Reinheit oder 
Glykosylierungsmuster der erfindungsgemafien der erfindungsgemafien 
AntikSrper in erfindungsgemafien Formulierungen umfassen, ohne darauf 

20 beschrankt zu sein, SE-HPLC, Peptid-Mapping (Verdau). N-terminale 

Sequenzierung, SDS-Page, Tris-Glycin-Gradient-Gel (nicht-reduzierend), 
FTIR-Methode (Fourier transform infrared spectra), CD (circular 
dichroism), RAMAN Spektroskopie, Kohlenhydratfarbung (PAS-Methode), 

25 Oligosaccharid-Profiling, Bestimrnung der Monosaccharid- 
Zusammensetzung oder Isoelektrische Fokussierung. 

Die Stabilitat erfindungsgemalier Formulierungen lasst sich 
beispielsweise. ohne darauf beschrankt zu sein, mithilfe von 
Stabilitatsprogrammen bestimmen, z.B. einer Lagerung bei 25°C und 6.0% 
relativer Luftfeuchte und bei 40°C und 70% relativer Luftfeuchte Ober 
einen langeren Zeitraum hinweg und Bestimrnung der Stabilitat oder 
strukturellen Intergritat des Proteins in regelmaliigen Intervallen 
35 beispielsweise durch obengenannte Nachweismethoden (SE-HPLC, FT- 
IR; SDS-PAGE (reduzierend oder nicht-reduzierend)) nachweisen. 
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Nachweismethoden zur biologischen Aktivitat oder Wirksamkeit 
erfindungsgemalier Antikorper in erflndungsgemafcen Formulierungen 
umfassen beispielsweise, ohne darauf beschrankt zu sein, ELISA, 
5 biologische Zellassays, FTIR Oder CD. 

Nachweismethoden verminderter Aggregationstendenz 
erfindungsgemaBer hochkonzentrierte Formulierungen umfassen 
10 beispielsweise, ohne darauf beschrankt zu sein, visuelle Kontrolle, Sub- 
visible particles Analyse, Nephelometrie oder Turbldirnetrie, Dynamic 
Light Scattering Characterization. 



15 

Beisnlel 1 : Herstelluna einer hochkonzentrierten fl tlssiaen anti-EGFR- 
Antikoroerformulieruna durch Tanoentialflussfilt ration tTFF) 

380 ml Protein (17 mg/ml in 10 mM Phosphat + 145 mM NaCI, pH 7.2) 
20 werden mittels einer Labscale-TFF-Analge (Millipore) mit eingebauter 

Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran mit einem Cutoff von 30 kDa fOr 
22 6min bei einem Eingangsdruck von 20 psi und einem Ausgangsdruck 
von 10 psi aufkonzentriert. Das erhaltene Retentat weist eine 
25 Proteinkonzentration von ca. 132mg/ml auf. Die Ausbeute betragt 85%. 

oder 

30 470 ml Protein (1 7mg/ml in 10mM Citrat) werden mittels einer Labscale- 
TFF-Analge (Millipore) mit eingebauter Polyethersulfon- 
Ultrafiltrationsmembran mit einem Cutoff von 30 kDa fOr 226 min bei 
einem Eingangsdruck von 20 psi und einem Ausgangsdruck von 10 psi 
aufkonzentriert. Das erhaltene Retentat weist eine Proteinkonzentration 

35 von ca. 123mg/ml auf. Die Ausbeute betragt 95%. 
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Beis piel 2: Herstelluna einer hochkonzentrierten flO ssiaen Formulierunq 
von anti-EGFR-Antik5rpem durch aerOhrte Ultrafiltration 

5 

25 ml Protein (10 mg/ml in 10 mM Phosphat + 145 mM NaCI, pH 7.2) 
werden mittels einer Amicon-RUhrzelle mit eingebauter Polyethersulfon- 
Ultrafiltrationsmembran mit einem Cutoff von 30 kDa fur 144 min bei 
1 0 einem Stickstoff-Gasdruck von 4 bar aufkonzentriert. Das erhaltene 
Retentat weist eine Proteinkonzentration von ca. 92 mg/ml auf. Die 
Ausbeute betragt 95%. 

15 Oder 

25 ml Protein (10 mg/ml in 10 mM Citrat, pH 5,5) werden mittels einer 
Amicon-Ruhrzelle mit eingebauter Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran 
mit einem Cutoff von 30 kDa fur 168min bei einem Stickstoff-Gasdruck von 
20 4bar aufkonzentriert. Das erhaltene Retentat weist eine 

Proteinkonzentration von ca. 82 mg/ml auf. Die Ausbeute betragt 95%. 



25 Beispjej 3: Herstelluna einer hochkonzentrierten flOssiaen Formulierunq 
von anti-EGFR-Antikfirpern durc h Ultrafiltration unter Einwirkung von 
Zentrifuaalkraften 

30 15 ml Protein (2 mg/ml in 10 mM Phosphat + 145 mM NaCI, pH 7.2) 
werden in einem Ultrafree-Zentrifugenrtihrchen (Millipore) mit einer 
Polyethersulfon-Ultrafiltrationsmembran mit einem Cutoff von 30 kDa bei: 
2000*g fur 90 min zentrifugiert. Das erhaltene Retentat weist eine 
Proteinkonzentration von ca. 1 16mg/ml auf. Die Ausbeute betragt 95%. 

35 
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Balsol 1 4: Untersuchuno auf Ittsliche Aggregate der hoch konzentrierten 
flossioen Formulieruna von anti-EGFR-AotMrp_9JTL 

5 Die in den Beispielen 1 bis 3 erhaltenan Retentate wurden mittels SE- 
HPLC auf den Gehalt an loslichen Aggregaten untersucht. Dabei war der 
Anteil ah Monomer nach Aufkonzentrierung >99%. 

10 Beis pjeJ 5: Untersuchuna auf Nativitat der hoc hkonzentrierten flUssigen 
Formulieruna von anti-EGFR-Ant ikflroern 



15 



20 



25 



30 



Die im Beispiel 1 erhaltenan Retentate wurden FT-iR-spektrometrisch 
untersucht. Dabei waren die Amid 1-2. Ableitung-Spektren des 
Ausgangsmaterials vor Aufkonzentrierung mittels Tangentialflussfiltration 
als auch des erhaltenen Retentats kongruent. 



35 
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PatentansprOche 



1 > Verfahren zur Herstellung einer hochkonzentrierten, flQssigen 
Formulierung enthaltend wenigstens einen anti-EGFR-Antikfirper 
und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente durch 
Ultrafiltration. 



2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
10 erhaltene hochkonzentrierte, fKlssige Formulierung einen Gehalt 

eines anti-EGFR-Antikdrpers von 10 - 200 mg/ml aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
-jg erhaltene hochkonzentrierte, fidssige Formulierung einen Gehalt 

eines anti-EGFR-Antikbrpers von 50-180 mg/ml aufweist. 



20 



Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
erhaltene hochkonzentrierte, flUssige Formulierung . einen Gehalt 
eines anti-EGFR-Antikdrpers von 100-150 mg/ml aufweist. 



5. Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprilche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, dass der anti-EGFR-Antik5rper monoklonal 
25 ist und rnuriner Oder humaner Herkunft ist. 



6. Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprilche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass der anti-EGFR-Antikttrper rnuriner 
Herkunft ist und chimar oder humanisiert ist 



35 



7. 



Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprilche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass der anti-EGFR-Antikfirper Mab C225 
(Cetuximab) oder Mab h425 (EMD720Q0) Ist. 
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8. Hochkonzentrierte, flussige Formulierung enthaltend wenigstens 
einen anti-EGFR-Antikorper und/oder eine seiner Varianten und/oder 
Fragmente. 

9. Hochkonzentrierte, flOssige Formulierung nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die hochkonzentrierte, flOssige Formulierung 
einen Gehalt eines anti-EGFR-Antikorpers von 10 - 200 mg/ml 
aufweist. 

1 0. Hochkonzentrierte, flOssige Formulierung nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die hochkonzentrierte, flussige Formulierung 
einen Gehalt eines anti-EGFR-Antikfirpers von 50-180 mg/ml 
aufweist. 

1 1 . Hochkonzentrierte, flussige Formulierung nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die hochkonzentrierte, flussige Formulierung 
einen Gehalt eines anti-EGFR-Antikorpers von 100-150 mg/ml 
aufweist. 



1 2. Hochkonzentrierte, flussige Formulierung nach einem oder mehreren 
der Anspruche 8 bis 1 1 . dadurch gekennzeichnet, dass der anti- 
25 EGFR-Antikorper monoklonal ist und muriner oder humaner Herkunft 

ist. 



13. Hochkonzentrierte, flOssige Formulierung nach einem oder mehreren 
der Ansprtlche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass der anti- 
EGFR-Antikorper muriner Herkunft ist und chimar oder humanisiert 
ist. 



1 4. Hochkonzentrierte, flOssige Formulierung nach einem oder mehreren 
35 der AnsprUche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass der anti- 
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EGFR-AntikOrper Mab C225 (Cetuximab) oder Mab h425 
(EMD72000) ist 

1 5. Hochkonzentrierte, fliissige Formulierung enthaltend wenigstens 

einen anti-EGFR-AntikSrper und/oder eine seiner Varianten und/oder 
Fragmente erhaitlich diirch ein Verfahren nach einem Oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 7. 

Hbchkonzentrierte, flQssige Formulierung nach einem oder mehreren 
der Anspruche 8 bis 15 als iagerstabiles Arzneimittel. 

Hochkonzentrierte, flOssige Formulierung nach einem oder mehreren 
der Anspruche 8 bis 16, dadurch gekennzeichnet dass sie 
gegebenenfalls TrSger- und/oder Hilfsstoffe und/oder weitere 
pharmazeutische Wirkstoffe enthalt. 



10 16. 
17. 

15 



18. Verwendung einer hochkonzentrierten, flussigen Formulierung nach 
20 einem oder mehreren der Anspruche 8 bis 1 7 zur Herstellung eines 

Medikaments. 

1 9. Verwendung einer hochkonzentrierten, flussigen Formulierung nach 
25 einem oder mehreren der Anspruche 8 bis 1 7 zur Herstellung eines 

Medikaments zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Tumoren 
und/oder Tumormetastasen. 



30 



20. Verwendung nach Anspruch 19, wobei der Tumor aus der Gruppe 
ausgewahlt ist, bestehend aus Gehlrntumor, Tumor des 
Urogenitaltrakts, Tumor des lymphatischen Systems, Magentumor, 
Kehikopftumor, Monozytenleukamie, Lungenadenokarzinom, 
kleinzelliges Lungenkarzinom, Bauchspeicheldriisenkrebs, 
35 Glioblastom und Brustkarzinom. 
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Zusammenfassung 

5 'Die Erfindung betrifft Verfahren zur Hersteilung hochkonzentrierter, 

flQsslger Formulierungen enthaltend wenigstens einen anti-EGFR- 
Antik6rper und/oder eine seiner Varianten und/oder Fragmente, 
insbesondere monoklonale Antikorpern gegen den EGF-Rezeptor, 
besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 
1 0 72000), durch Ultrafiltration. Die Erfindung betrifft weiterhin 

hochkonzentrierte, flQssige Formulierungen von anti-EGFR-Antikfirpern, 
insbesondere von monoklonalen AntikSrpern gegen den EGF-Rezeptor, 
besonders bevorzugt von Mab C225 (Cetuximab) und Mab h425 (EMD 
1 5 72000)'und/oder deren Varianten und/oder Fragmente, dadurch 

gekennzeichnet, dass die hochkonzentrierte, flOssige Formulierungen 
einen Gehalt von anti-EGFR-Antik6rpern von 10 - 200. bevorzugt 50-180 
mg/ml, besonders bevorzugt von 100-150 mg/ml aufweisen und deren 
2Q Verwendung. 
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